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Центральным регулятором свободноради-
кальных процессов является фактор транскрип-
ции Nrf2 (nuclear E2-related factor 2), контро-
лирующий экспрессию генов, содержащих в 
своих промоторах антиоксидант-респонсивный 
элемент ARE (antioxidant respons(iv)e element, 
5′-A/GTGA(C/T)nnnGCA/G-3′). В клетках Nrf2 
находится под постоянным контролем репрес-
сорного белка Keap1 (Kelch-like ECH associating 
protein 1), являющегося своеобразным молеку-
лярным «сенсором» изменения внутриклеточ-
ного гомеостаза. Неразрывная связь этих мо-
лекулярных структур позволяет объединить их 
в единую редокс-чувствительную сигнальную 
систему Keap1/Nrf2/ARE, главным назначением 

которой является поддержание внутреннего го-
меостаза при апоптоз-индуцирующих, канцеро-
генных и стрессовых воздействиях [1, 6]. ARE 
контролирует экспрессию более 500 генов, сре-
ди которых можно выделить следующие груп-
пы: кодирующие ферменты II фазы метаболизма 
ксенобиотиков, кодирующие антиоксидантные 
ферменты и кодирующие белки, которые коорди-
нируют устранение последствий окислительного 
стресса, в частности, относящиеся к убиквитин-
протеасомной системе, аутофагии и биогенезу 
митохондрий [2, 5, 7, 8, 14].

В настоящее время все больше внимания уде-
ляется регуляторной связи аутофагии и сигналь-
ной системы Keap1/Nrf2/ARE. Обе эти системы 
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по отдельности рассматриваются различными 
коллективами авторов в контексте патогенеза 
нейродегенеративных заболеваний. В последнее 
время началось накопление сведений о том, что 
Kea1/Nrf2/ARE участвует в контроле генов селек-
тивной аутофагии (например, генов белков p62/
SQSTM, NDP52 и Parkin1). С другой стороны, 
недавно был описан механизм индукции Keap1/
Nrf2/ARE, обусловленный не окислением белка 
Keap1, а его связыванием с белком p62/SQSTM 
с образованием агрегатов Keap1/p62, что в свою 
очередь увеличивает активность Nrf2 [8]. 

Одновременное увеличение экспрессии гена 
p62/SQSTM, опосредуемое активностью Nrf2, 
дополнительно повышает интенсивность связы-
вания Keap1, что образует петлю положитель-
ной обратной связи в механизме активации Nrf2. 
Лимитирующую функцию в этом механизме 
(негативная обратная связь) выполняет аутофа-
гия, удаляя агрегаты белка p62, таким образом 
предотвращая дальнейшее связывание Keap1. 
В то же время закономерности этого процесса 
изучены плохо. Влияние же Nrf2 на данную сто-
рону процесса до сих пор не описано. Мы счита-
ем, что такое влияние вполне вероятно, принимая 
во внимание стимуляцию аутофагии активными 
формами кислорода, окисляющими цистеиновые 
остатки белков-эффекторов аутофагии, а также 
существенное влияние активности аутофагии на 
их генерацию клетками. 

Изучая возможные белки-регуляторы ауто-
фагии, мы обратили внимание на главные ре-
гуляторы лизосомального биогенеза и аутофа-
гии – транскрипционные факторы TFEB и TFE3, 
которые контролируют большинство генов бел-
ков, участвующих в формировании лизосом, а 
также ликвидации содержимого аутофагосом. Их 
активация строго регулируема и происходит в от-
вет на нарушение лизосомального гомеостаза и 
повреждающие воздействия на клетки. При ана-
лизе структур генов этих белков нами были обна-
ружены ARE-подобные элементы, которые могут 
иметь регуляторное влияние на их активность.

материал и методы

Для установления возможности обнаружить 
регуляторные связи между сигнальными систе-
мами Keap1/Nrf2/ARE и TFEB(TFE3)/CLEAR 
мы проверили наличие элементов ARE в генах 
транскрипционных факторов TFEB и TFE3 че-
ловека и мыши. Для поиска последовательности 
ARE в интересующих генах была сформирована 
позиционная матрица (Position Frequency Matrix) 
на основании описанных в литературе 57 функ-
циональных последовательностей ARE, которые 

были обнаружены экспериментальными мето-
дами, исследующими взаимодействие ДНК и 
белка (анализ сдвига электрофоретической под-
вижности (EMSA), ДНКаза-футпрингинг, генные 
конструкции «промотор – репортер») [16]. Обна-
ружение последовательности проводилось с по-
мощью программного пакета RSAT [4, 13]. 

На предмет наличия ARE-подобных элемен-
тов были проанализированы последователь-
ности генов TFEB и TFE3 человека и мыши 
(последовательности взяты из GenBank). Для 
анализа использовали последовательности с до-
бавлением по 5000 пар нуклеотидов до и после 
окончания рамок считывания гена. Полученные 
ARE-подобные последовательности были марки-
рованы в геномном браузере UCSC для анализа 
эволюционной консервативности, солокализации 
с различными функциональными модификация-
ми ДНК и хроматина, а также с другими регуля-
торными элементами.

результаты и их обсуждение

Для контроля качества собранная позици-
онная матрица была проверена на нуклеотид-
ной последовательности гена Mafg мыши, в 
котором локализован мотив ARE с эксперимен-
тально подтвержденной функциональной зна-
чимостью [3, 10]. Выявлена соответствующая 
описанной в литературе последовательность 
TCATGCTGACTCAGCGGATCG с уровнем зна-
чимости 1,4 × 10–6. 

В гене TFEB человека обнаружено 15 ARE-
подобных мотивов. Из них последовательность 
(условно обозначенная нами как ARE_tfeb), рас-
положенная в первом интроне, является консер-
вативной среди позвоночных животных. В гене 
Tfeb мыши также обнаружено 15 ARE-подобных 
мотивов (рис. 1). Один из них является консер-
вативным, но располагается в экзоне на кодиру-
ющей стороне. Таким образом, консервативность 
данной последовательности может быть связана 
с консервативностью структуры белка. Еще одна 
высококонсервативная последовательность рас-
положена в первом интроне и совпадает с анало-
гичной последовательностью человека.

Таким образом, последовательность ARE_tfeb 
представляет наибольший интерес, так как рас-
полагается в некодирующей части гена TFEB и 
является высококонсервативной. В литературе до 
настоящего момента наличие подобной регуля-
торной последовательности не описано.

Гены транскрипционного фактора TFE3 че-
ловека и мыши содержат меньше ARE-подобных 
последовательностей (рис. 2). Среди них обра-
щает на себя внимание консервативная среди 
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позвоночных последовательность, расположен-
ная во втором интроне и обозначенная нами как 
ARE_tfe3. 

Для понимания функциональной роли по-
следовательностей ARE_tfeb и ARE_tfe3 на ос-
новании данных ChIP-seq базы ENCODE [15] 
был проанализирован гистоновый ландшафт в 
соответствующих областях генома. Участок ло-
кализации последовательности ARE_tfeb харак-
теризуется высокой частотой триметилирования 
H3K3me3 и, следовательно, может быть отне-
сен к промоторной области гена. В то же время 
анализ данных о связывании с данной областью 
гена транскрипционных факторов семейства 
NFE2 (к которому принадлежит и Nrf2), а также 
других белков (Bach1 и MAF), взаимодействую-
щих с мотивом ARE, не обнаруживает сигнала 
локализации этих транскрипционных факто-

ров. Таким образом, очевидно, что данная ARE-
последовательность не играет функциональной 
роли, а консервативность этой области генома 
связана с большой плотностью регуляторных 
элементов для других транскрипционных фак-
торов, необходимых для регуляции экспрессии 
гена, кодирующего TFEB.

Аналогичный анализ гистоновых модифика-
ций для области локализации мотива ARE_tfe3 
обнаруживает высокую частоту ацетилирования 
лизина 27 гистона H3 (модификация H3K27Ac) и 
метилирования лизина 4 гистона H3 (H3K4Me1), 
фланкирующих указанную регуляторную об-
ласть, что характерно для энхансерных областей 
генов [12] (рис. 3). В то же время для данного 
мотива характерно связывание транскрипцион-
ных факторов Bach1, MAF и NFE, а также белков, 
взаимодействующих с Nrf2: JunD, FOSL2, FOS. 

Рис. 1.  Локализация последовательностей ARE в области гена Tfeb мыши (а) и человека (б). Гистограм-
ма характеризует уровень консервативности соответствующих последовательностей среди по-
звоночных животных (получены с помощью инструмента PhastCons)

Рис. 2.  Локализация ARE в области гена Tfe3 мыши (а) и человека (б). Гистограмма характеризует уровень 
консервативности соответствующих последовательностей среди позвоночных животных (полу-
чены с помощью инструмента PhastCons)
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Кроме того, рядом с мотивом ARE_Tfe3 распо-
лагаются мотивы связывания транскрипционных 
факторов CEBPB, CTCF и MAZ, локализация ко-
торых также является консервативной. Поэтому 
можно предположить, что в регуляции активно-
сти гена TFE3 играет роль весь комплекс указан-
ных регуляторных мотивов. 

Регуляторные элементы генов зачастую яв-
ляются частью мобильных элементов, и потому 
могут встраиваться или удаляться в различных 
участках генома относительно быстро в мас-
штабах времени биологической эволюции. В то 
же время удаление функционально значимых 
последовательностей может сопровождаться су-
щественными нарушениями функционирования 
гена и патологиями организма, поэтому такие 
участки являются консервативными среди близ-
кородственных групп животных [9, 11]. 

Таким образом, в настоящем исследовании 
установлено, что для генов тесно взаимосвязан-
ных транскрипционных факторов TFEB и TFE3 
характерно наличие в некодирующих участках 
большого количества ARE-подобных после-
довательностей. Положение большей части из 
них не сохраняется в филогенетическом ряду и 
они, вероятно, не играют функциональной роли 
(хотя это утверждение носит умозрительный 
характер). Наибольшей значимостью обладают 
ARE-подобные элементы, для которых характерна 
эволюционная консервативность как положения 
относительно других регуляторных элементов 
и структуры гена, так и последовательности ну-
клеотидов. Важной особенностью обнаруженных 
ARE-подобных элементов является сохранение в 
них консенсусного ядра мотива TGAcnnnGC, ука-
зывая на то, что они действительно могут быть 
отнесены к элементам типа ARE. При этом отсут-
ствие консервации для большинства из обнару-
женных последовательностей, вероятно, связано 
с их низкой функциональной значимостью или 
отсутствием таковой.
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SEARCH FOR ARE REGULATORY SEQUENCES 
IN GENES OF MASTER REGULATORS OF AUTOpHAGY 
ANd LYSOSOMAL BIOGENESIS TFEB ANd TFE3

Anton Vladimirovich CHECHUSHKOV, Elena Bronislavovna MENSHCHIKOVA

Research Institute for Experimental and Clinical Medicine of Federal Research Center 
for Fundamental and Translational Medicine
630117, Novosibirsk, Timakov str., 2

Transcription factors TFEB and TFE3 are the master regulators of lysosomal biogenesis and autophagy and control most 
of the protein genes involved in the formation of lysosomes by interacting with the promoters of these genes containing 
the regulatory motif CLEAR. Their activation is strictly regulated and occurs in response to the violation of lysosomal 
homeostasis and cell damage. Such effects are accompanied by activation of redox processes and by induction of the 
redox-sensitive signal system Keap1/Nrf2/ARE, the main purpose of which is to maintain internal homeostasis in 
apoptosis-inducing, carcinogenic and stressful influences. Thus, the question arises about the existence of regulatory 
loops between the Keap1/Nrf2/ARE and TFEB(TFE3)/CLEAR signaling systems. To search for the ARE sequence 
in the TFEB and TFE3 genes, a position frequency matrix was generated based on the 57 functional ARE sequences 
described in the literature. ARE-like sequences were labeled in the UCSC genome browser for analysis of evolutionary 
conservation, colocalization with various functional DNA and chromatin modifications, as well as with other regulatory 
elements. In the human TFEB gene, 15 ARE-like motifs were found. Of these, the sequence located in the first intron is 
conserved across vertebrates. In the mouse Tfeb gene, 15 ARE-like motifs were also found; one of them is conserved, 
but is located in the coding exon. Human and mouse transcription factor TFE3 genes contain less ARE-like sequences, 
among them the sequence conserved across vertebrate is noteworthy, which is located in the second intron. Using the 
ChIP-seq data from the ENCODE database, the histone landscape in the respective regions of the genome was analyzed 
and it was established that the evolutionarily conserved ARE regulatory element located in the TFE3 enhancer region 
likely play a functional role.

Key words: Keap1/Nrf2/ARE system, lysosomal biogenesis, autophagy, TFEB, TFE3.
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